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Verfahren und Vorrichtung zum qualitativen Nachweis von 
posttransiationalen Modifizierungsaktivitaten. 



Zusammenfassung . • . 

Die . vorUegeiide Erfindung betrifft ein Verfahren zum qualitativen Nachweis der 
posttransiationalen Modifizierungsaktivitaten, in einer kleinen fliissigen Probe aus den Zellen, 
des Organismus oder mit Test Chemikalien Die vorliegende Erfindung bietet ein Sensor, der 
einen engineerten . Polypeptid darstellt und ein Recognition Site" fur posttransiationale 
[ocfcfizierung, und eine Reihe geladener Aminosaure Reste enthah. Durch unsymmetrische 
LadungsverteUung besitzt der Sensor Dipol-Eigenschaften. Modifizierung des Polypeptides 
durch posttransiationale Aktivitat in der Probe fubrt zu Veranderungen der molekularen 
elektrostatischen Potentiale und als Folge Veranderungen der Ladungsverteilung und der 
Dipoleigenschaften des Sensors, die mit Hilfe von elektrischen oder optischen Messungen 
detektiert sein kSnnen. Die Erfindung stellt ein schnelles, hochsensibles und effizientes 
Verfahren zum Nachweis der verschiedenen Typen der posttransiationalen Aktivitaten dar, dafi 
besonders im Bereich . der biologischen Multidetektionssysteme (Bio-Chips oder „high 
throughput screening") geeignet ist. Anwendung des Sensors in Multidetektionssysteme 
ermdglicht eine Automatisierung des Verfahrens in der Pharmaka Forschung- und 
Entwicklung, Biologie, Umwelttechnologie und molekularer Diagnostic 



Einleitung 



Systeme und Methoden zum schnellen Nachweis von Analyten mit biologischen Aktivitaten, 
insbesondere in kleinen fliissigen Proben, haben eine hohe medizinische, pharmazeutische und 
agrochemische Bedeutung. Einer der umfassendsten und bedeutensten Gruppen der zellularen 
Aktivitaten, die fur Pharmaka- Entwicklung besonders wichtig sind, sind die Aktivitaten, die in 
der posttransiationalen Modifizierung wirken. Als Folge dieser Aktivitaten, die fur jede lebende 
Zelle charakteristisch ist, sind die yeranderten funktionellen Eigenschaften der modifizierten 
Eiweise (Proteine). Die Hauptmechanismen von posttransiationalen Modifizierung der Proteine 
oder Polypeptiden, sind Phosphorilierung, Metflierung, PrenUierung, Ubiquitinieruhg und 
Proteolyse. Verschiedene externe Bedingungen (StimuU) wie Anwesenheit von 



Wachstumsfaktoren oder Hormonen oder Enlwicklung von pathologischen Zustanden, wie 
Veranderungen in Zellzyklus und Wirkung von Toxinen, konnen vorubergehend den 
posttranslationalen Zustand mehrerer intrazellularer Komponenten verandern. Deshalb ist die 
schnelle Entwicklung von spezifischen und effektiven Hemmern oder Aktivalqren von 
bestimmten posttranslationalen Aktivitaten notwendig. Insofern ist die Entwicklung yon 
entsprechenden Proben und Verfahren wichtig, die einen zuverlSssigen und empfindlichen 
Nachweis dieser Aktivitaten in Multidetektionssystemen ermdglichen. 

Als Beispiel einer der postranslationlen Modifizierung dient die Phosphorilierung- 
Dephosphorilierung der Proteine durch Jpnasen und Phosphatases Die Kinasen modifizieren 
die Proteine durch Bindung einer Phosphatgruppe. (Phosphorilierung) zu Aminosaure Reste, 
tiberwiegend Serin, Threonin oder Tyrosin. Im Gegensat!z dazu, entfernen Protein: 
Phosphatasen, diese Phosphatgruppen, damit kehren sie den Phosphorilierungseflfekt uiil Die 
Veranderungen im Phosphorilierungsziistand der Proteine regulieren enzymatische Aktivitaten,. 
Lokalisierung und mdlekulare Wechselwirkungen zwischen Proteine* in den lebenden Zellen- 
Die allgemeine Balance von Kinasen- und Phofcphatasen-Aktivitaten in einer Zelle ist 
Grundlage des Protpinphosphorilierungszustandes zu jedem Zeitpunkt. Die Wirkung von 
Protein Kinasen und Phosphatasen ist allgemein betrachtet zu den wichtigsten regulatorischen 
Mechanismen der Protein-Funktioneru Die neusten Erkeiuitnisse und Analysen von 
Krankheiten, die auf genetischen Defekten von Protein Kinasen hinweisen, deuten auf uber 400 
spezifische Krafikheitszustande hin, die mit veranderten Aktivitaten der Kinasen selbst in 
Verbindung zu sehen sind. 

Stand der Technik 

Leider verfugen die Methoden zum Nachweis der Kinasen und Phosphatasen Aktivitaten, die 
zur heutigen Zeit bekannt sind, erhebliche Nachteile. Das begrenzt die MogUchkeiten von 
schnellen Nachweisen dieser Aktivitaten in miniaturisierten Volumen und Tausenden von 
Komponenten. 

Die aktuellen Nachweis- Methoden von Kinasen- Aktivitaten basieren typischerweise auf 
Messungen durch Einbau (Inkorporation) des radioaktiven Phosphats 32 P in Proteinsubstraten. 
Bei Anwendung dieser Methode fflr die gesamten Zellen, muB man sfcbr hohen Mengen von 
Radioaktivitat verwenden urn den gesamten intrazellularen Pool von ATP zu markieren und 
und die Radioaktivitatsmarkierung des Zielproteins zu sichern. Um relative Phosphbrylieruhg 
des Zielproteins nachzuweisen, mussen nach der Inkubierung von Zellen mit Testsubstanzen, 



°* oo on o £<» 

» * o o o o o « „ OQO ° * 

on oo«o oo r * ° ° ° 




die Zellen lysiert (zerlegt). und das Zielprotein gereinigt werden. Diese Methode benotigt grofie 
Menge von Zellen, langen Inkubierungszeiten, vorsichtige Behandlungsverfehren urn felsche 
Phosphorilierun-DephosphoriUerung Ereignisse zu vermeiden AuBerdem benotigt ein solches . 
Verfehren Reinigung des Zielproteins. Da die Endphpsphorilierung des Zielproteins sehr 
niedrig sein kann, bat dieses Verfehren einen schlechten Wirkungsgrad. Besonders 
schwerwiegend fur Umwelt nnd Gesundheit ist der hohe Verbrauch von Radioaktivitat die 
diese Methode in den .Ough-throughput" screening Versuchen notwendig macht. 
Alternative Methoden zu Besthnmung von Kinasen Aktivitaten. sind solche, die auf 
phosphornierung^spezifischen Antikorpern basieren wie ELISA und Western Blots. Nachteil 
dieser Methoden besteht darin, dafi es schwierig und sehr kostenintensiv ist die AntikOrper zu 
produzieren, die zwischen phosphorUierten und dephosphorilierten Zustand des Proteins 
xmterscheideiL 

Aus dem Patent US 6,410,255 ist eine Methode bekannt, die Kinase Aktivitat nachzuweisen 
ennSgUcht. Es betrifft einen Sensor, der eine fluoreszent Gruppe, die in einem Polypeptid 
zusammen mit kinase-spezifischen Abschnitt und Protease-empfindlichen Abschnitt eingebaut 
ist. Die Modifizierund der Proteine fiihrt zu veranderter Zuganglichkeit der Spaltungstelle zu 
Proteasen und Abspaltung der fluoreszierten Gruppe. Diese wird mit Hilfe von einem 
Fluoreszentmikroskop detektiert. ZusatzUch zu Kinasen, benotigt das Verfehren die 
Anwesenheit von Proteasen, zwischen deren eine Wechseiwirkung mSgUcherweise zu 
Artefekten flihren kann. NachteUig sind die hohen Kosten von Fluoreszentmikroskopen Und 
die Notwendigkeit einer Fluoreszentmarkierung des Zielpeptides. 

Es ist ein Erfordemis ein Verfehren . zur Bestimmung postranslationalen Aktivitaten zur 
Anwendung zu bringen, welches hochsensibel und unkompliziert funktioniert, Virtuell fiir jede 
Kinase-, und Phosphatase-Aktivitaten und fur „Mgh-throughput screening" Methoden 
anwendbar ist. Notwendig. sind Verfehren, die keine Farbstoffe, keine fluoreszierende oder 
radioaktive Substanzen beinhalten Die vorhegende Erfindung steUt ein solches Verfehren dar. 
Weitere Vorteile sind enonnes Einsparpotential an Kosten und Zeit, keine schweren 
Manipulationen oder Markierungen 

Die vorhegende Erfindung bietet somit ein Verfehren das insbesondere fflr biologische 
Multidetektionssysteme (Bio-Chip) geeignet ist. 



Beschreibung der Erfindung 

Der neu-entwickelte Sensor stellt ein engineerten Design-Polypeptid dar, der ein Recognition 
Site" fur Protein Kinasen oder andere Enzyme . der posttranslationalen Aktivitaten ehthak. 



Abbildung 1A zeigt die schematische Darstellung eines solchen Sensors. Der Recognition 
She" mit einer oder mehreren Zielresten X befindet sich zwischen zwei Gruppen der 
Aminosaurereste . (Moiety 1 und Moiety 2), die die Anzahl von.aminosaure Resten 0 bis N 
haben und eine Reihe von geladenen Resten besitzea Die Moietys 1 und 2 zusammen mit dem 
Recognition . Sites sind nach solcher Art und Weise designiert, so dass sie zu einer 3- 
dimentionalen (3-D) Struktur- mit spezifischer Verteilung des molekularen elektrostatischen ' 
Potentials ftihrea Somit besitzt der Sensor einen molekularen Dipolmoment u (Abbildung IB). 
Als Folge der o.g.. posttranslationalen Aktivitaten, wird ein • Zielreste X innerhalb des 
Recognition Sites in X* umge^andelt. Somit werden die elektrostatische. PotenzialsverteUung 
und Dipolmoment des Sensors u* verandert (Abb. IB). Diese Veranderungen der 
physikalisch-chemischen Eigenschaften des Sensors werden mit Hilfe elektrischer oder 
optischer Methoden (siehe unten) nacngewiesen. in einer Variante (embodiment) der Erfindung 
kann der Sensor mit Hilfe eines Linkers 3 an einem FestkQrper, 4 befestigt sein, 4ie erne 
Glasoberflache, eine Kunststoffkugel (bead) oder ein Dielektrikum darstellt. 

Die Erfindung, basiert auf den Nachweis der posttranslationalen Aktivitaten in einer flussigen 
Probe auf Veranderungen physikalisch-chemischer Eigenschaften des Sensors peruse, ohne 
Markierung des Ziepeptides. Als Beispiel der experimentellen Verfahren zur Detektierung der 
Veranderungen des Dipolmoments des Sensors k6nneh die Messungen der Veranderungen der 
Dielektrizitatskonstante (Permittivitat), Relaxationsstrome, Brechzahl, Dichte, Intensitat des 
polarisierten Lichtes, oder induzierte Fluoreszenz (Kindling) genannt weirden. 

tabelle 1 zeigt die Beispiele der designierten (designed) Sensoren zum Nachweis von Protein 
Kinase C (PKC) und Protein Kinase A (PKA) und Phosphatasen Aktivitaten. Die Beispiele sind 
illustrativ, nicht restriktiy. 



Tabellel (Fett zeigt Modifikationa:este(n) X) 



Moiety 1 


Recognition. 
Site v 


Moiety 2 


Aktivitat 


Nr. 


EPEAVAEHG 


. DKKS 


KKAKKER 


Protein Kinase C 


1 


EPEAVAEHG 


RRAS 


KKAKKER 


Protein Kinase A 


2 


DLDVPIPGRFD 


RRVS 


VAAD 


Protein kinase A 


3 


DLDVPIPGRFD 


RRVpS 


' VAAD 


Proteinphosphatase 2B 


4 


E 


IpYETDpYpY 


D 


Tyrosine Phosphatase . 


5 



Die Entwicklurig des Sensors mit gewunschter 3D Struktur erfolgt durch molekulare ' 
Modellierung mh-Hilfe von Bioinformatik-Methoden. (Search in. Swiss-Prot und PDB 
Databanken, Optimierung der Struktur mit MOE oder SYBYL, Berechnung des molekularen 
elektrostatischen Potentials, und des Dipolmoments der unmodifizierten und modifizierten 
Polypeptide (Ref 1)). Das Dipolmoment z.B. des unphosphorifierten PKC-Sensbrs (1) betragt 
ca. 203 D, wobei die Phosphorilierung des Ser-13 zu Orientierungsveranderung und 
Verminderung des Dipolmoments des Sensors auf 144 D fubrt. 

Lichtintensitat Messungen ' 

Abb. 2 zeigt schematische Darstellung einer Methode zum Nachweis der posttransalationalen 
Aktivftaten als Folge der Veranderungen optischer Eigenschaften des Sensors. 

ine Detektionszelle (MeBzelle M) mit einer fliissigen Probe und einem Sensor, befindet sich 
zwischen einer Quelle des polarisierten Lichts P und einem Lichtanalysator A: Zwei dtinne 
Glasplatten sind von innen mit einer Goldschicht uberzogen. Diese dienen als 
Kontaktelektroden. Die Intensitatsveranderungen des detektierten Lichts AI ist proportional 
dem cos 2 ©; ( a ist der Rotationswinkel desj polarisierten Lichts P): 

AI ^ cos 2 a (1) 



! 



In Abwesenheit der elektrischen Spannung, sind die Dipolmolekule des Sensors wegen 
thermische Bewegungen zufellig orientiert, Das Feld E bewirkt eine partielle Ausrichtuhg der 
Dipole, denn es konkurriert hiermit die thermische Bewegung der Molekiile, die eine 
Zufellsverteilung der Dipolorientierungen anstrebt. Unter den tiblichen Messbedingungen 
HE« kT kann das mittlere Moment in Feldrichtung als: 

]TE/n = uE/3kT (2) 



berechnet.werden, wobei yx ist Dipolmoment einzelner Molekule, TTe - scheinbarer mittlerer 
Dq>olmoment in Feldtrichtung, E - Feldstarke, t - absolute Temperatur, k=1.3807 10" 23 JKT 1 . 
Da der Rotationsgrad polarisierten Lichts proportional der optischen Aktivitat einer Probe mit 
Sensor, die andererseits proportional der Anzahl der Molekule in Feldrichtung ist, ergibt das: 



AI A/cos 2 a a/N = He/h = uE/3kT (3) 



Andert sich das Molekulardipoimoment als Resultat einer postranslatiohalen Aktivitat, fuhrt es 
zu Veranderungen der detektierten Lichtintehsitat. 

Messungen der Permitivitat x f 

In andere Variante zum Nachweis der posttransalationalen Aktivitaten, - wird die 
Dielektrizitatskonstante (Permitivitaf) einer fltissigen Probe mit Sensor gemessen. Wie in 
Abb.2, befindet sich die Probe in einer Messzelle M, die als Kondensator client. Durch 
Einbringen eines polarisierenden Dielektrikums zwischen den Platteii eines Kondensators, wird 
die elektrische Feldstarke im Vakuum E 0 auf P/s c reduziert: 

E=E 0 -P/e 0 . (4) 

wobei E 0 =E/e, und P - ist induzierte Polarisation des Dielektrikums mit einer 
Dielektrizitatskonstante s. 
Das ergibt: 

, . S=S 0 '+P/E ;(5) 

Da Polarisation die Bedeutung eines Dipolmoments pro Volumeneinheit hat, ist P somit 
.proportional dem scheinbareft mittleren Dipolmpment he, der nach Gleichung (2) ist \ie= 
|i 2 E/3kT, das ergibt fitr e: 1 . 

s = E 0 + ji 2 /kT, (6) 

Wird ein Dipolmoment aufgruhd einer posttransnationalen Modifikation geandert, fiihrt es zu 
Veranderungen der Dieletrizitatskonstante nach Gleichung (6). 

' Werden die Sensormolekule' (s) in Wasser (w) oder anderen LSsungsmittel gelost, muB die 
Mollpolarisation von diesen berucksichtigt werden: 

P = PWx w + Ps xs, ' (7) 

wobei xs ist Molenbruch von Sensor xs = ns/(n w + ns),und x w is Molenbruch von Wasser x w = 
nw/(nw + ns). 

Abb. 3 zeigt ein Beispiel der Veranderungen Dielektrizitatskonstante fur zwei synthetisierten 
Modelpeptiden (3) und (4) Tabelle L Die in Wasser gelQste Polypeptide (3) oder (4) sind als 
. Dielektrikum zwischen Elektrodenplatten der Messzelle M (Abb. 2) angebracht. Polypeptid (3) 
DLDVPIPGRFDRRVS13VAAD ist ein spezifisches Substrat fur Protein Kinase A, die 



° oo o n o o oooooo 

2 ° ° r> . o o o 5? 0 O 

s So 0 .- s . s So i° s °» 

oooo 00 2 . ° o o .o 

° op oo 



Phosphorilierung des Ser-13 katalysiert. DephosphoriUerung des Serrl3 des Polypeptids (4) 
DLDVPIPGRFDRRVpSi 3 VAAD erfolgt durch Phosphatase 2B. _ Dielelotiritatskonstanfe des 
^phosphorilierten Polypeptides (3) e 3 betragt 76, wobei diese des phosphorilierten 
Polypeptides (s 4 ) ist auf 70 reduziert. Somit ermoglichen diese Verfehren die Aktivitaten dieser 
Enzyme nachzuweisen. . - 

In andere Variante der Yerfehren zumNachweis des posttranslationalen Aktivitats, sind die in 
Wasser geloste Polypeptide (3) oder (4) als Substrate in einer. Messzelle angebracht, die 
Induktivitat L und Kapazitat C besitzt und als Oszillator dient (Abb. 4). Die Frequenz © des 
Oszillators lasst sich durch a> = 1/LC bestimmen, die cut hoher Genauigkeit (10' 5 ) gemessen 
seirikann. Es ist eine deutliche Verminderung der Frequenz zu sehen, wenn die Probe anstatt 
unphosphorilierten ein phosphorilierten Polypeptid beinhaltet (Abb. 4). 

Messungen des Brechungsindex 

Nach der Maxwell' schen Theorie des Magnetismus, besteht zwischen dem DielektrizMtszahl 
und bei gleicher Frequenz gemessenen Brechungsindex n die Beziehung: s r = s/e q = n 2 . Das 
ermSglicht die durch posttransnationalen Aktivitat induzierte Veranderungen des molekularen 
Dipolmoments durch Veranderungen des Brechungsindex: 

n = (l + n 2 /kTs 0 ) 1/2 < 8) 

• ' ( ' ; ' 

zu detektieren. 

Da die fliissigen Proben aus den Zellen oder Organismus sehr kompliziert sind und viele 
' Proteine und kleinere polarisierenden Molekttlen besitzen, fuhrt es zur grofien Variabilitat der 
o.g. physikahschen-chemischen Eigenschaften solcher Proben. Urn posttranslationalen 
Aktivitat in komplizierten flussigen Proben nachzuweisen, wichtig ist differenzielle Messungen 
durchzufiihren. DielektrizMtskonstante, Brechungsindex, oder Lichtsintansitat, konnen z.B als 
Differenz zwischen Proben mit und ohne Sensors oder vor und nach eine Inkubierung mit 
Sensor detektiert sein Z.B. konnen die kleinen flussigen Proben mit Sensor in einem Bio-Chip 
verwendet sein (DE 100 51 252 Al), das durch differenzierte KapazMtsmessungen einer 
MeBzelle und eines Referenzkondensators die- Genauigkeit von 0.1% bietet. 
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Unterschriften zu den Abbildungen. 

bb. 1 Schematische Darstellung (A) eines elektrostatischen Sensors, (B) Veranderungen des 
Dipolmoments jx als Folge einer Modifizierung der Zielreste X durch posttranslationalen 
Aktivitat in der Probe. 

Abb. 2 Schematische Darstellung zum Nachweis der posttranslationalen Aktivitat mit Hilfe 
optischen Messungen. L — Lichtquelle, P Polarisator. M — MeBzelle mit einer fltissigen Probe 
mit dem Sensor, A - Lichtanalysator, D - Lichtdetektor. 

Abb. 3. Nachweis der Peptidmodifizierung durch die Messungen der relativen 
Dielektrizitatskonstante s. Vier pi von Proben mit jeweils Polypeptid DLDVPIP- 
GRFDRRVSVAAD . (unphosphorilliert) Oder DLDVPIPGRFDRRY pS VAAD (phosphorilliert) 
(3 und 4, Tabelle 1), die in H 2 0 in Konzentration 1.14 mM gel6st sind, sind unmittelbar 
zwischen Elektrodenplatten eines Messkondensators eingetragen. Die Messungen der 
Dielektrizitatskonstante s erfolgen bei Temperatur t=23°C. 

Abb. 4 Nachweis der Peptidmodifizierung durch Messungen der Frequenzverschiebung eines 
Oszillators. Ein Rohrchen mit. 150 jal von Proben mit unpHosphorillierten Peptid 3 oder 
phosphorillierten Peptid 4 (Konzentration 1.14 mM in H2O) ist als Kern in einer 
Induktionsspule eines Oszillators plaziert. Frequenz f ist bei Temperatur t = 22°C gemessen, 
fo = 5342.9 kHz. . 




Abbildung 2 
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